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チ ト ク ロ ー ム b5(以下 Cyt b5 と 略す) は , Strit･
tm at te r と Ball
l一
, Yo shikaw a
2一 (た だ し , Yo shi･
ka w a は Cyt b
′
と 命名 した) に よ っ て ラ ッ ト 肝臓
の ミ ク ロ ゾ ー ム 分画 で 最初に 発見 さ れ た ヘ ム 蛋白 で あ
る3)
.
cytb孟 は哺乳捜肝臓の 小胞体膜 に多量 に 存在 し
て い るが , 副腎!, 腎臓2)5- , 卵巣2- , 乳腺 押 , 膵臓6) な
ど種 々 の 組織 の/ト胞体膿 に も存在 し , そ の 他 に ミ ト コ
ン ドリ ア の 外膜8)g
､
に も含ま れ て い る事 が 確 認 さ れ て
い るが , Cyt b5 に 関す る 研究 は主 に肝臓小胞体 の も
の に 就い て なさ れ て き たの が 現状 で あ る .
Cyt b5 の 機能 は肝臓小胞体 に お い て は脂肪 酸 の 不
飽和化反応に 関与する事 が明 らか と な っ て き た
酬 )
一 方, ヒ ト赤血球 に お い て Cyt b5 が メ ト ヘ モ グ ロ ビ
ン (以下メ ト Bb と 略す) 還元 に 関与す る可能性 を
示唆する報告もなさ れ て い た が12
)
, 成熟 の 過 程 で 小 胞
体 を失 っ て しま う ヒ ト成熟赤血球 に お け る Cyt b5 の
存否 は不明で あ っ た .
1971年, Hultquist ら13
' 珊 は ヒ ト 成 熟 赤血球 の 可
溶性分画よ り Cytb仁 を発見精製 し たと 報告 し . 同 時
に精製 し た N A D H- dehydr oge n a s eと Cyt b5 の
存在下 で メ ト H bの 還元 は促進 さ れ るが , Cyt b5 が
存在し な い と メ ト H b 還元 が殆 ん ど起 ら な い 事か ら .
赤血球内で の メ トH b還元 は酵素的 に 還 元 さ れ た Cyt
b5 に よ っ て 起 ると推定 し た .
同年 仁 杉田 ら沌) は先天性 メ ト H b血症患者 に お い
て 欠如し て い る が ゆ え に メ ト ロb 還元 に 関与 し て い
る と考え ら れて い る Pyridin e n u cle otide dehyd･
r oge n a s eを精製し . 本酵素の 最も強い 電子受容体 が
Cyt b5 で あ り メ ト H bで な い 事 . ま た Cyt b5 が
存在 す ると き の メ ト H b 還元速度と Cyt b5 還 元 速度
が等 し い 事か ら , 精 製 し た Pyridin e n u cleotide
dehydr oge n as eは Cyt b5 r edu cta s eで あ り , メ
ト H b は還元型 Cyt b5 に よ っ て 非酵素的 に 還 元 さ
れ る事 を ウ サ ギ肝臓 Cyt b5 を用 い て 証明 し , 赤血球
内 メ ト H b 還元 の 電子伝達形成 が N A D H･, + Cytb5
r edu ctase 一 斗Cyt b5→ メ ト H b とい う 一 連 の 系 で な さ
れ る事 を実証 し た .
さ て , 新生児 は種々 の 薬剤 に より メ ト H b 血症 を
き た し や す い
1丁- が
.
そ の 原 因 は 赤血球 内 Cyt b5
r edu cta s e活性 が低 い た め と考 え ら れ て い る . ア ニ
リ ン 色素を 含ん だイ ン ク で マ ー ク さ れ た お む つ , ベ ン
ゾカイ ン を 含ん だ軟膏 , レ ゾ ル シ ン を含 ん だ ロ ー シ ョ
ン の 塗布で 新生児 が よく メ ト H b血症 を お こ す の は
こ の た め で ある . ヒ ト赤血球内の Cyt b5 量 に 関して
は今 ま で 報告が なく , 成人 と胎児 . 新生児に お ける量
的差異等 の 問題 は こ れ か ら の 研究課題 で あ ろ う .
と こ ろ で , 肝臓小胞体 か ら Cyt b5 を精製 す る場合





つ は酵素的な分解 に よ り も と の 大 き さ よ
り小分子化して 抽出さ れ て く る も の で , 通 常 Cyt
b5 (try psin 処置) と呼ば れ る . 他 の 一 つ は界 面活
性剤 に よ り も と の 大き さ の ま ま で 分散さ れて く るも の
で , 通常 Cyt b5 (de o xycholate 処置) と 呼 ば れ
る .
Cyt b5(trypsin 処置) は大き さ が Cyt b5 全分
子の 約2/3程度 に 相当し , 小胞体膜 よ り 水層 へ 露出 し
て い る と考 え ら れる 親水性 の 部分が膜 よ り切 り離され
て 抽出さ れ て き たもの で , ヘ ム を含み20
1
, Cyt b5 と
して の 生理 活性 や分光学的な特性 は こ の 部分 に存在し
て い る . ま た こ の 部分 は完全な水溶性球状蛋白の 性格
を有 し て い て . 高度 に 精製結晶化
21) さ れ て . 一 次構造
!2ト 帥及 び三 次構造3 跡 そ の 他の 分子的特性
37-38' が 明 ら
か に さ れ つ つ ある .
一 方 . Cyt b5 (de o xycholate 処 置) は . Cyt b5
T he purincatio n a nd prim ary structur e of hu m a n e r ythro cyte cytochro
m e b5 M asaki
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ヒ ト赤血 球チ トク ロ ー ム b5 の 精製とそ の 一 次構造
(try psin 処置) 部以 外に 本来 は膿 の リ ビ ド相 と 結合
して い たと 思われ る疎水性 の 部分を も 含む蛋 白質分子
で あ る39)付 か ら . 界面活性剤が ない と 重合す る18)=い た
め精製が 困難で , 純粋 で 単 一 な分子種 が得 ら れ に く
い
. 従 っ て そ の 構造や性質 に は不明確 な点 が多 く . 疎
水性部分の 一 次構造も未 だ決定さ れ て い な い .
さ て 赤血球 Cytb5 と肝臓 Cytb5 (try psin 処
置) を 比較す る と , 両者と も補欠分子族が プ ロ ト ヘ ム
Ⅸ で あ る事= 卿 , 分光学的 に可視部及 び電子磁気共鳴
ス ペ ク ト ル が疑似 して い る事= 州
-
. 幡素学的 に 両者 と
も赤血球 Cyt b5 r edu cta se の 電子 受容体 と な り
宿る事1 …
-
など よ り両者 は近似 した 構造 を有す る と 推
定され るが t 一 方 は可溶性分画 に 他方 は ミ ク ロ ゾ ー ム
分画 に と細胞内で の 存在様式 も異 な る両 Cyt b5 分子
が同 一 の もの か どう か を証 明 する た め に は . 最終 的に
は 一 次構造の 決定が 必 要で あ る .
本論文 に お い て ヒ ト赤血球可溶性分画 に存 在 す る
Cyt b5 が ヒ ト肝臓 ミ ク ロ ゾ ー ム 分画 に 存在す る Cyt
b五 と どの 程度同 一 の も′の で ある か を調 べ る た め に ,
ヒ ト赤血球を大量処置する事 に よ っ て 分離精製 し た均
質の Cyt b5 標品を 用い て . 一 次構造 の 決定 を試 み ,
既に 知 ら れ て い る と 卜 肝 臓 Cyt b5 (try psin 処
置) の 一 次構造 と比較検討 し た .
実 験 材 料
ヒ ト赤血球 は日 本赤十字血液セ ン タ ー の 御厚意 に よ
り得た もの で ある . ヒ ト肝臓 は金沢 大学第 一 病理 学教
室の御厚意 に よ り得 た も の で あ る . Ambe rlite A.G.
7RC-50 は ロ ー ム ア ン ド ハ ー ス ト社 . Sephade x G-
75, G-50 及 びG-25 は P ha r m a cia, P M-10 ultr an lト
ratio n me mbr a n eは Amic o nの 製品を そ れ ぞ れ
用い た . 他の す べ て の 化学試薬 は市販 さ れ て い る も の
を使用し た .
実 験 方 法
Ⅰ . カル ポ牛 シ メ チ ル化
Cre s絹 eld ら42
一
の 方法 を 一 部改変し て カ ル ポ キ シ
メ チ ル 化 (以 下 C M 化と略す) を 行な っ た . す な わ
ち･ Cyt b5 10m gに塩 酸 グア ニ ジ ン1 .44g, 5 % E D
TA(2 Na) 溶液0.1ml.1 .44 M "ス塩 酸緩 衝 液1 ml
を加え 更に 水で 全量 2.5 ml と し た, こ の 溶液 に 窒素
ガスを10分間通気し 伊 メ ル カ プ ト エ タ ー ル0. 3 3mI を
加えたの ち , 室温で 4時間放置し た . こ の 間 1時間毎
に10分間窒素 ガ ス を通気 し た . つ ぎ に 1N水酸化 ナ ト
リ ウ ム0 ■33mlに 溶 か し た モ ノ ヨ ー ド 酢 懐0, 0 9g を 加
え ･ 15分間遮光し て 放置 し たあ と10% 酢酸溶液 で 平衡
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化し た Sephade x G膚25 カ ラ ム (1.5×80cm) で 睨
塩し , Cyt b5 分画を集め 凍結乾燥 した .
Ⅲ . ア ミ ノ酸 分析43)
蛋白及 び ペ プ チ ド に 6N塩酸0.5mI を加 え て 減 圧 封
管し , 1100cで24時間加水分解 し たあ と乾威 し て 塩 枚
を除き ア ミ ノ 酸自動分析計 (日立 K L A岬 5 型 ) で ア
ミ ノ 酸分析 した .
Ⅲ . E dm a刑法仰 に よ る N 末端か ら の ア ミ ノ 酸配 列
の 決定 .
1 . P T C- カ ッ プ リ ン グ反応
凍結乾燥 し た適当畳 の 蛋白質或 は ペ プ チ ド を試験管
に と り0.3mlの ジメ チ ル ア リ ル ア ミ ン (以 下 D M A A
と 略す)緩衝液pH9.5に 溶か し た . 次に10〟1の フ ェ ニ
ル イ ソ チ オ シ ア ナ ー ト (以 下 P T C と略す) 溶液 を加
えて15秒間 N2 ガ ス を 吹き込 み . 試験管内の 空気 と 置
換 した あ と共栓 をし て400cに 1時間お き , 反 応 申 と
き どき振 り混ぜ た . つ い で ベ ン ゼ ン 2m lを 加 え ミ キ
サ ー で30秒間か く は ん し たあ と , 3000r .p. m ‥ 5 分 間
遠心､し ベ ン ゼ ン 層を除 い た . 上記 の 操作 を更 に ベ ン ゼ
ン で 1 臥 酢酸 エ チ ル で 2 回 . 最後 に再 び ベ ン ゼ ン で
1匝】と合計 5回行な い 未反応の P T C を除 い た . ま
た . 最後 に N2 ガ ス で ベ ン ゼ ン を充分除い た . 残 っ た
水層を凍結乾燥 し. 30分後凍結乾燥し た まま の状 態で
40
O
cに 加温 し . 更に30分間保温 し つ つ D M A A を昇
華除去 し た .
2 . 環 化反応
得 ら れ た P T C- ペ プ チ ドに10〟1の ト リ フ ル オ ロ 酢 酸
(以 下 T F Aと略す) を加 え て 軽く振 と う し , 1 0秒
間 N2 ガ ス を 吹き込 み共栓 を し て40
0
c , 20分間保温 し
た . そ の あ と 1 mlの エ チ レ ン ジ ク ロ リ ド (以下 EtC12
と略す) 溶液を加え ミ キ サ ー で 激しく か く は ん し た
の ち生 じる沈澱 を3.000r .p. m ‥ 5 分 間 遠 心 分離 し .
チ ア ゾリ ノ ン 誘導体の 含ま れる EtC12 層 を 他 の 試 験
管 に 移し , 残 っ た沈澱 に 再 び1 mlの EtC 12 を 加 え 上
記 の 操作を く り返 し EtC12 層 を集め た あ と . た だ ち
に室温 で N2 ガ ス を吹き 込み つ つ 濃縮乾固 した . 一 九
沈澱 を含む も と の 試験管 は デ シ ケ 一 夕中で 1 時間減圧
乾燥 し て か ら第 2段階目 の P T C化に 用 い た .
3 . P T H一ア ミ ノ 酸形成反応
上記 の 操作 で 得 た EtC l2 層 の 乾固物 を 1 N H C l O.3
mlに 溶か した あ と , 15秒 間 N2 ガ ス を適圧∴ 共栓 を し
て80
0
c. 10分間加温 しつ つ 相当す る フ ェ ニ ル チ オ ヒ
ダ ン ト イ ン ア ミ ノ 酸 ( 以下 PTH- ア ミ ノ 酸と 略 す)に
変え た . 冷却後 . 反応液に 1 mlの 酢酸 エ チ ル 溶 液 を
加え , ミ キ サ ー で30秒間かく はん し た あと , 3,0 0 0r .
p. m ‥ 5 分間遠尤､し P T H- ア ミ ノ 酸 を 含 む 酢惟 エ チ
258
ル層 を別の 試験管 に移 し た . 上記 の 操作を 計 3回く り
返 した . 計3回 の 抽出で 集 め た酢酸 エ チ ル 層と 水層 は
N2 ガ ス を吹き込 み つ つ 蒸発乾固 し た .
4 . P T H- ア ミ ノ 酸の 大 ま か な定量 と 同定
乾固･し た P TH- ア ミ ノ 酸に50〃1の 酢 酸 エ チ ル 溶 液
を加え て よく 溶か し , そ の 中 の 1 0〟1 を 3mlの エ タ
ノ ー ル に 溶か して 紫外部吸収曲線 を と り PTB - ア ミ
ノ 酸 の 大ま か な定量を行 な っ た . 残り40〟1 は標準 P T
Hq ア ミ ノ 酸混合液と 一 緒 に Chr o m atogr a m she et
(Ea stm a n社製 . 20×20c m) に ス ポ ッ ト し た . こ の
Sbeet を ヘ ブ タ ン ｡ プ ロ ピ オ ン 酸 ･ エ チ レ ン ク ロ リ ド
(58:17:25V/V) 混合液を展開溶媒 と して 上昇法 で
展開 した . 展開後 , She et を室温に て 5 ～ 1 0分 間風
乾 し て か ら マ ナ ス ル ラ イ トで 標準試料 と比較 し な が ら
P T H- ア ミ ノ 酸 を検出 し , 更 に She et に0 .2% ニ ン
ヒ ドリ ン ･ n -ブタ ノ ー ル 溶液 をふ ん む した あ と tlOO
O
c.
10 分間加渡し , 標準試料 の 発色色調 と の 比較 か ら当該
P T H- ア ミ ノ 酸を同定 し た . ま た . P T H- Arg, P T H-
His, P T H- CysS O3H な どの 水溶性 P T H- ア ミ ノ
酸 の 同定 は t 濾紙電気泳動法 に よ っ た .
Ⅳ . Da n syl 法に よる N末端 ア ミ ノ 酸残基の決定45)
約 4n m oleの ペ プ チ ドを小試験管 に 入れ t I地1の 0.1
M NaH C O3 に溶解
■して 減圧乾固 し試料申の ア ン モ エ
ア を除く . つ ぎ に10FLlの0.2M NaH C O3 溶液 と10FLlの
0.3% ダン シ ル ク ロ リ ド ･ ア セ ト ン溶 液を加 え か く は
ん し . パ ラ フ ィ ル ム で 栓 を し 1時間370cに 保 つ . 減
圧乾固 して か ら50〟1の 6N H Clを加え 減圧封管 し ,
105
0
c で18時間加水分解して N 末端 ア ミ ノ 酸 の ダ ン
シ ル 酪導体を遊離する . 放袷後閑管 , 減圧乾固 し , 乾固
物を5地1の50% ビリ ジ ン に溶解 し . ポ リ ア ミ ド シ ー ト
(5 × 5c m) で 2 次元に 展開す る . 一 次 元 展開液 は
1.5 %(Ⅴ/V) ギ酸 を用い た , 二 次元目 は 一 次 元 目 と
直角の 方向 に べ ン ゼ ン :酢酸 (9:1) で ま ず展開 し .
つ い で 同方向 に酢酸 エ チ ル : メ タ ノ ー ル : 酢酸 (20 :
1:1) で 3 次目の 展開を した .
Ⅴ . トリチ ウム 交換法に よ る C末端分析肺
ペ プ チ ド0.1〟m Oleを ト リ チ ウ ム 水 5〟1(5 0 0〟C i)
と ビリ ジ ン10〟l と で溶解する . 氷 で 冷却 し な が ら10〟1





c に15分間保 ち ,更 に20〟1の ピ リ. ジ ン と2 0〃1
の 無水酢酸を加え 0
0
cに 5分間 . 20
0
cに 1時 間保 ち
交換反応 を行 う . っ い で 5〟1の ト リ チ ウ ム 水 を加 え20
0
c に1 時間保ち無水酢酸 を分解する . 溶 液 を 水冷 し
ドライ ア イ ス ･ 7 セト ン を用 い て 蒸留する . 0.1m,1の
10 %酢敢を加 え蒸留し . 交換可能 な ト リ チ ウ ム を 除く
操作 を 5回線返す . 得 ら れ た試料 を6N B C1 0.3ml
で定法 に 従い ア ミ ノ 酸 に 加水分解す る
●
. ア ミ ノ 酸の 分
離 はpE 6.4の 濾紙電気泳動 で行 い . 塩基性 ア ミ ノ 酸 は
さ ら に べ ー パ ー ク ロ マ ト ゲ ラ フ ィ ー (ビ リ ジ ン : ア セ
ト ン :28 % NIもOB: 水 = 50:20:5:5 V/V)で 分離
し , 濾紙上 の ト リ チ ウ ム の 放射活性 を液体 シ ン チ レ ー
シ ョ ン カ ウ ン タ ー で 測定 した .
Ⅵ . トリ プ シ ン 分解lT)
C M 化し た Cytb5 10m gを 1 % N H4 C O3 (pH
8.0) 2 mlに 溶か し , 0.15 %ト リプ シ ン を約4地1( 蛋
白重量 の1/150 畳)に 加 え , 36
0
c
, 3時間消化 した . こ
の 消化物 に0.5mlの 水を加 え て 合計 4匡l最後 に デ シ
ケ 一 夕 内で 五酸化 リ ン 上 で 一 晩乾燥 した .
Ⅶ . ペ プ チ ドマ ッ プ法
相)
ペ プ チ ドマ ッ プ は , Cyt b5 の ト リ プ シ ン 消 化物 を
ペ ー パ ー ･ ク ロ マ ト法と 高圧濾紙電気泳動法で 二次元
に 以下 の 条件で 展開 して 作製 した .
1 . ペ ー パ ー ･ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
凍結乾燥 し た Cyt b5 ト リ プ シ ン ペ プ チ ドの 1 ～ 2
m gを30 %酢酸50FLlに 溶か し , 凍洋濾紙No .51A(60×
60c m) の 一 辺か ら18c m , 他辺 ( 展開液に 浸す 辺) か
ら10c mの位 置(原点) に ス ポ ッ ト し た . こ の 際 ス ポ
ッ ト径 が1.5c mと な る よう に した . ま た原点 と同じ高
さ で 濾紙 の 両端 よ り 3c mの 位置に ニ ュ ー ト ラ ル ｡ レ
ッ ドを マ ー カ ー と し て ス ポ ッ ト し た . 展 開液 と し て .
n
- ブタ ノ ー ル ･ どリ ジ ン ･ 酢酸 ･ 水 (1 5:10: 3:1
V/V) の 混合液 を用い . 下 降法 に より 濾紙の 線維の 方
向と直角 の 方向 へ 恒温籍で25
0
cで . 40～ 5 0時 間 展 開
し た . 展開後 , 濾紙を 恒温箱で45
0
c. 24時 間乾燥 し
た .
2 . 高圧 濾紙電気泳動
乾燥 し た濾紙 の 上 1c m , 下2.5c mを 切 っ て 除き ア
イ ロ ン で伸す . つ ぎに 泳動 の 標準物質 と し て 酸性, 中
性 . 塩基性 ア ミ ノ 酸の グル タ ミ ン酸 , ア ラ ニ ン , アル
ギ ニ ン の 混合液 を濾紙 の 南棟か ら 3cm 内側 の 位 置に
ス ポ ッ ト し た . 最後に緩衝液pI弔 .7 (ビ リ ジ ン : 酢酸
: 水 = 1:10:289 V/V)70ml を濾紙 に ふ ん む し て ･
ペ ー パ ー ● ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 展開方向と直角の 方
向 へ 泳動距離 の 長 い方 を 陰極側 と し . 3000 V, 60～ 80
m Aで60分間泳動 した . 泳動後45
0
cで , 24時間乾燥 し
た .
3 . 部分発色
3 %ビ リ ジ ン ● ア セ ト ン 溶液 (Ⅴ/V)2 0ml を濾紙
一 枚 に ふ ん む し , ド ラ イ ア ー で 乾塊 した あと , フ ル オ
レ ス カ ミ ン ･ ア セ ト ン 溶液伯)(0.005 %W/V)10mlを
ふ んむ し . マ ナ ス ル ラ イ ト で ス ポ ッ トの 位置 を確認 し
印を付 け た .
ヒ ト赤血 球チ トク ロ ー ム b5 の 精製とそ の 一 次構造
4 . ペ プチ ドの 抽出50)
スポ ッ ト の 部分 を切 り 出し . 30%酢酸 で 抽出し た あ
と凍結乾燥 し た .
実 験 結 果
Ⅰ . ヒ ト赤血球 Cyt b5 の 精製
最初の 2 steps は Pa s s o nら 伸 の 方 法 に 従 い ,
Step (3)か ら は蛋白質が高分子 両性電解質 で あ る 事
を利用 して 分離 を行な う イ オ ン交換 カ ラ ム ｡ ク ロ マ ト
グラ フ ィ ー と . 羞白質分子 の 大き さ と形状 の 差.を利用
して 分離を行 なう セ フ ァ デ ッ ク ス . ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ





cで 行 な っ た .
Step(1) 赤血球の 溶血及び膿 の 除去
10 1の 保存赤血球 を3000r.p. m , 5 分 間遠心 し血奨
を除く . 残余 の 血奨 を除 く ため に 赤血球 を生理的食塩
水で3 庶洗う . こうして 得 られ た約7.5 1の 赤血球 を2.51
づっ 3 つ に 分け , 各 々に 7.51の 冷 水を加 え て 溶 血 さ
せる . 希塩酸 を加え て pH6.0 と した溶血 液 を6.000
r.p. n ‥ 10分間遠心 し赤血球膜 を除く .
Step(2) Ambe rlite I RC-50に よ る ヘ モ グ ロ ビ
ン除去
上清(7.5 1× 3) を p王i6.0に 再調整す る . あ ら か じ
めpI16 』, 0.05 M リン酸カ リ ウ ム 緩衝液 (以下 P.B .
と略す) で 平衡化 し た 51の Amberlite I R C- 50 を
一 度冷蒸留水で 洗 っ た後 に溶血液上帝を加え , 3 時間
かく はん混合し て 樹脂 に ヘ モ グロ ビ ン を 吸着 さ せ る .
つ ぎに 傾斜 して 上宿 (7.5 1× 3) を集 め , 更 に 等量 の
冷水(7.5 lx 3) に て 樹脂を洗 い 再度傾斜 して 両者 を
合わせ (15 1× 3). 薄 い K OIl溶液で pH7.2と す る .
Step(3) DEA E-Ce11ulo s eカ ラ ム ● ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー
pH 7.2. 0.005M P.B. で 平衡化 した 3本の D E A E･
Cellulo s eカ ラ ム (4 ×3 0c m)へ 溶血液を1時間0.5 1
の速度で 流し Cyt b5 を 吸着さ せ た あ と , 各カ ラ ム
をpI17.2, 0 .05M P 鼠で 充分洗 い 大部分の ヘ モ グ ロ
ビ ンを除く . っ ぎ に 2 Mの KC lを含 む70mlの PH 7.2.
0.2 M P.B. で Cy tb5 を溶出す る .
Step(4) Sephade x G-75に よ る ゲ ル 濾過
溶出し た Cyt b5 溶液 (約2.11) をD ia且o w m e m-
bra n e p M-10 に て 濃縮 し , 最後の5 0m l と なっ た
所で 水を 3倍量加え て 濃縮 を続 け約15ml と す る. こ
れを10,000r.p. m ‥ 10分間遠尤､して 上清 をとり pH6 .8,
10m M P.B. で 平 衡化 し た Sephade x G -75 カ
ラ ム (3 ×130c m)に つ ける . 同緩衝液 で 1時間1 0ml
の速度で 流出 し, 13mlづ っ 集め る . 溶出 パ タ ー ン を
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図 1 に示 す . 図 1に 示 さ れる よ う に 3 つ の ピ ー ク が得
ら れ . 溶 出の 噸序 に従 っ て それ ぞ れ P相 分画 , メ ト
H b分画 , Cyt b5 分画で あ る .
Step (5) Sephadex G -50に よ る ゲ ル 濾過 (1
回目)
Step (4) で 得 られ た Cyt b5 分画の 3回分 を合 わ
せ て Dia80 W m e mbra n eP M-10 で10mlに 串 で
濃縮し , pH6.8, 0.05M P.B. で 平衡化 し た Sepha･
dex G
-50 カラ ム (3 × 90c m) へ つ け る . 同 緩 衝液
で 1 時間15mlの 速度 で 洗出し . 10mlづ っ 集 め る . 溶
出 パ タ ー ン を図 2に 示す .
Step (6) Sephade x G-50 に よる ゲル 濾 過 ( 2
回目)
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フラ クショ ン 醤号(13ml/哲)








































図2 Sephade x G-5 0に よる ゲ ル 渚過 (1回目)
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m e rnbr a n eP M什10で10mlに 濃縮 し , Step (5) と
同条件 で 平衡化 し た Sephade x G-50 へ つ け , 同
緩衝液で 1時間15mlの 速度 で 流出し , 13ml づっ 集 め
る . 溶出 パ タ ー ン を図3 に 示す .
Step･(7) D E-32カ ラ ム ｡ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
Step (6)で 得ら れ た Cyt b5 分画を 2倍希釈 し て
pH 6.8に調整 し たあ と . pH6.8, 0.05M P.B. で 平 衡
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同緩衝液50mlで カ ラ ム を洗 っ た あ と , pH6 .8.0.05 M
P.B. とpH6.8, 0.2M P.B. 各々200mlの 1in e ar gr･
adie nt で Cyt b5 を溶出す る , 溶出速度 は 1 時間20
m は し , 7 mlづ っ 集 め る . 溶出 パ タ ー ン を 図 4 に 示
す . 図 4 の 赤く 色の つ い た部分で O D413/O D2 80比
が2.3以上 の 部分 を集め .pH7.6に 調整 し た の ちp即 .6.
0.05 M P.B. で 平衡化 し た D E-32 カ ラ ム (1 × 2
Cm) へ 吸 着さ せ t 少量の NaCl を含む pI17.6 , 0.2 M
P.B. で 約 2mlに濃縮 して 溶出す る . 濃縮さ れ た Cyt
b5 を Sephade x G-25 カ ラ ム (3 ×20c m) で 脱塩
する .
以 上 の 精製の 各段階 に お ける結 果 を 衰 1 に ま と め
た . 精製 さ れ た Cyt b5 樺品の 収量 は , Cyt b5 の 推
定分子量を15,000 と し,ま た530m 〃に お け る 1m M当り
の 吸光度を10 と して 計算す る と , 赤血球10 1当り2.25
m gで あ っ た . こ こ で
P
精製 され た Cytb5 標品n と
は , 上記し た精製法 に従 っ て 精製さ れ た Cyt b5 で ,
OD413/O D2 80 比が3 . 0 以上 , pOlya c ryl a mide
dis c 電気泳動 で 単 一 の バ ン ド を示 す も の を い い . こ
の 条件 を満す もの を以下で 述 べ る 一 次構造 の 分析 に用
い た . ま た精製の 結果 , 上記 条件 を満 さ ぬ 場合は再度
D E-32 カラ ム ● ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を行 な っ た .
ま た ヒ ト肝臓 Cyt b5 (try psin 処置) は , 大村ら
51)の 方法 に 従 っ て 精製 し た .
川 20 3 0 4 0 50 58
フ ラ クシ ョ ン番号 (7ml/管)

















ヒ ト赤血球 チ トク ロ ー ム b5 の 精製とそ の 一 次構造
Ⅰ . 精製 ヒ ト赤血 球 Cyt b5 の 性質
1 . 精製 Cyt b5 の 均質性
最も精製さ れ た Cyt b5 の polya c ryl a mide
gel に よ る dis c電気泳動
52) を行 ない , 泳動終了後 ア
ミ ド ブ ラ ッ ク で タ ン パ ク 質を染色 した . 図 5に 示す よ
うに 単 一 の バ ン ドが 得 られ た .
2 . 分子量
最も精製さ れ た Cytb5 の S D Sa c ryla mide gel
によ る dis c電気泳動53)を 行な い , 図 6 に 示 す 如 く
分子量 は14,000 と推定 され た . 標準蛋白 と し て 用 い た
0 V aIbu min . chym otrypsyn oge n, CytOChr o m e c
の分子量を それ ぞ れ45,000, 25.000, 1 2, 5 0 0と し て
算定した .
3 . 吸収 ス ペ ク ト ル
最も精製 さ れた Cyt b5 の 吸収 ス ペ ク ト ル を 日立
124Spectr ophoto m ete r で 測定 し た結果 を図 7 に 示
す . 図7 に示さ れ る よ う に , Cyt b5 を ジ チ オ ナ イ ド
で還元した 際の 還元型吸収 ス ペ ク ト ル の ピ ー クとま423,
527. 556n mに あ っ た .
Ⅲ . ヒ ト赤血球 Cyt b5 の 全ア ミ ノ 酸組成
精製され た ヒ ト赤血球 Cyt b5 標品を C M 化 し た
あと ア ミ ノ 酸分析 して 得 た結果を , Oz oIs が と 卜 肝
臓ミ ク ロ ゾ ー ム より ト リ プ シ ン 及 び デ オ キ シ コ ー ル 酸
で抽出し て 得た Cyt b5 標品に つ い て 報告 して い る ア
ミノ 酸分析値 と共 に 表 2 に示 し た .
表2に 示すよ う に , ヒ ト 赤血球 Cyt b5 の 全 ア ミ ノ
表1 ヒ ト赤血 球 Cytb5 の 精製
敵 地 m
26軋




図5 精製 ヒ ト赤血球Cyt b5の デ ィ ス ク電気泳動
Steps 妻 Z
吸 光 度 吸 光 度 A 540n m A 413n m
A 2 挫)n m A 540n m A 280n m A 方O n m
(1) 溶 血 7,500 1.05 × 0. 亜 × 10
2
{2) 竿be鷲e IR C
- 50
15,000 0. 145× 0. 131 × 10
2
(3) D E A E- Celulo se 2, 訪0 3. 38 0.48









182 2. 9 0.1 8 0.078
(7)D E- 32 56 0. 46 0.13 0. a 3.64
*Step(5) からは, Step (4)の Cytb, 部分の 3回 分を合 わせ て精製 し た｡
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酸残基数 は2回 の ア ミ ノ 酸分析 の 平均値か ら約 1 32個
と推定さ れ . ヒ ト肝臓 Cyt b5 (try psin 処置) よ
り も約40残基多く , ヒ ト肝臓 Cyt b5 (de o xychol･
ate 処置) より も約数残基少 な い と推定さ れた .
Ⅳ . N 末端分析
精製さ れ た ヒ ト赤血球 Cyt b5 の N 末端 は . Edm ･
a n 法及び Da n syl 法で 同定さ れ な か っ た .
Ⅴ . C末端分析
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∈座 掛 Ele ctrophO r e S IS
O rigin
う ■ ㊥
(A) ヒ ト赤血球 Cyttち
チ ウ ム 交換法 に よる C 末端分析で Lysin e と同定さ
れ た .
Ⅵ . ヒ ト赤血球 Cyt b5 及び ヒ ト肝臓 Cyt b5(t叩p･
psiれ 処置) の ペ プチ ドマ ッ プ
ヒ ト赤血球 Cyt b5 及 び ヒ ト 肝臓 Cyt b5(try psin
処置) を C M 化 し た あ と トリ プ シ ン 消 化 し て 得
た ト リ プ シ ン ペ プ チ ドを東洋濾紙No .51 A上 で 2次元
に展 開 して 作製 し た ペ プ チ ドマ ッ プを 図 8 に 示 した .
ヒ ト肝臓 Cyt b5 (trypsin 処置) 及 び ヒ ト 赤血球
250 ユ08 川8 580 日○
波 及 (m 〝)

































0 喝 ･ E 臓tr opho r e si
O rigin
S ･増 一号
(B) ヒ ト肝臓 Cyt b5 (トリ プ シ ン 処置)
図8 ヒ ト赤血 球 Cytb5 と ヒ ト肝臓 Cytb, (ト
リプ シ ン処置) の トリ プ シ ン ペ プチ ドの ペ プ チ ド
マ ッ プ
ヒ ト赤血球 チ トク ロ ー ム b5 の 精製 とそ の 一 次構造
Cytb5 の ペ プ チ ド マ ッ プ に はそ れ ぞ れ 9個 1 11 偶の
ス ポ ッ トが検 出さ れ た . ま た , ス ポ ッ ト の 位 置か ら両
者を比較す る と , ヒ ト 肝 臓 Cyt b5 (try psin 処
置) で 検出さ れ る全て の ス ポ ッ ト に 対応す る ス ポ ッ ト
がと 卜赤血球 Cyt b5 の ペ プ チ ド マ ッ プ で も検出さ れ
た. 対応す る各 ス ポ ッ ト に そ れ ぞ れ La･Tl ～ La tT9 ･
E.T- ～ E.T9 なる ペ プ チ ド番号を つ け た .
ま た . ヒ ト赤血球 Cyt･b5 に は と 卜 肝臓 Cyt b5
(try pSin 処置)に は存在 せ ぬ 2個 の 新 た な ス ポ ッ ト
が検出さ れ t そ れ ぞ れ E.T川 , E.T‖ と ペ プ チ ド 番 号
をつ け た .
Ⅶ . ヒ ト赤血球Cyt b5及びと 卜肝 臓 Cyt b5 (try p-
sin 処置) の トリ プシ ン ペ プ チ ドの ア ミ ノ酸
組成
表2 ヒ ト赤血 球 Cytb5 の 全 ア ミノ 酸組成
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ヒ ト 赤血球 Cyt b5 の ペ プチ ド マ Iy プ上 の E.T一 か
ら E.T9 ま で の 9個の ト リ プ シ ン ペ プ チ ドを ア ミ ノ 酸
分析 して 得 た結果 を . そ れと 対応 す る と 推定 さ れ る
Oz oIs の 報告 し た と 卜 肝 臓 Cyt b5 (try psin 処
置) の ト リ プ シ ン ペ プ チ ド (L b.Tl ～ L b.Tg) の ア ミ ノ
酸組成と共 に 表 3 に 示し た .
ま た , ヒ ト赤血球 Cyt b5 で は検出さ れ る が ヒ ト肝
臓 Cyt b5 (try psin 処置) で は検出さ れ な い E.T川 .
E.Ttl 両 ト リ プ シ ン ペ プ チ ドの ア ミ ノ 酸組成 を表 4 に
示し た . 同時に , Oz oIs 錮 = 及 び Spatz と Str･
ittm atte r ら仰 の 報告 した ヒ ト , ブ タ , ウ シ , ウ サ ギ
肝臓 Cyt b5 の 疎水性 U尾部〃 ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸組
成値 (de o xycholate 処 置標品と try psin 処 置標
品両者 の ア ミ ノ 酸組成値の 差) と . 著者らの 精製 した
Amin ｡ Aci血 ＼
ヒ ト赤血球 Cytb5 ヒ ト肝臓 Cytb5
1回 目 2回 目
‖
平均値 ト リプ シ ン 処理 デ オキ シ コ ー ル 酸処塵
Lys 田 田 田 a ) 7 b) 9 C) 9
















Asx 14 16 15 10 13 13
T br 7 7 7 6 10 10
Se r 6 5 6 5 10 10
G lx 20 24 22 1 7 19 22
Pr o 6 8 7 田 5 5
G ly 9 9 9 6 6 6
Ala 8 8 8 5 9 四
Ⅴ由 7 7 7 4 7 8
Met 2 2 2 口 3 4
Ile 5 5 5 【 4 8 8
Le u 四 田 四 ロ 12 12
Tyr 3 3 3 3 5 5
Pbe 5 5 5 3 田 3
No. of Residu es 126 135 132 - 9 2
13 5 142
a) Nobrega と Oz oIsら 文献 (31) より
b) Oz oIs 文献 (32) よ り
C) Oz oIs 文献 (34) より
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ヒ ト赤血球 Cyt b5 の 全 ア ミ ノ 酸組成値 と E･Tl か ら
E,T9 ま で の 各 トリ プ シ ン ペ プ チ ド に 含ま れ る ア ミ ノ
酸組成値と の 差も併記 し た .
蓑3 に 示す よ う に , 著者 ら の 精 製 し た ヒ ト 肝 臓
Cyt b5 (try psin 処 置) で 検出さ れ る La･Tl か ら
La.Tg の 各 トリ プ シ ン ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 組成 は .
OzoIs の 報 告 し た ヒ ト 肝 臓 Cyt b5 (try psin 処
置) の 各 ト リ プ シ ン ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸組成 と L乱 T4
の Trp l 残基が 失欠 し て い る点 を 除 い て 完 全 に
一 致し た . La .T4 の Trp l 残基 の 失欠 は ア ミ ノ 酸
分析中の Trp 残基の 破壊 に よ っ て 起 っ た 可 能性 が
強 い と推定さ れ る .
ま た , ヒ ト赤血球 Cyt b5 の E.Tl か ら E.T9 ま で
の 各 トリ プ シ ン ペ プ チ ド に 特定 な残基の 含有 量 を基準
と し て 計算し た ア ミ ノ 酸組成値 ( 表3 のE) の 小数第
1位 を四 捨五 入し て 得 た ア ミ ノ 酸組成値 と Oz oIs
の 報告し た と 卜肝臓 Cyt b5 (try psin 処置) の 各
トリ プ シ ン ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸組成値 を 比較 す る と ,
両者 の ア ミ ノ 酸組成は は ぼ 一 致 した が , E ･T2 の Tyr
本
2 残基及 び E.T4 の Trp l 残基 の 失欠 がみ ら れ
た . し か し後述す る よ う に , E dm a n 分析 に よ り E
.
T2 で Tyr 2 残基, E.T4 で Trp l 残 基の 存在
が確 認 さ れ た事 より , ヒ ト赤血球 Cyt b5 と Oz oIs
の 報告し た ヒ ト肝臓 Cyt b5 (try psin 処置) の各
々 9個の ト リ プ シ ン ペ プ チ ド は相同の ア ミ ノ 酸組成を
有す ると 推定 さ れ た .
ヒ ト赤血球 Cyt b5 の み に 検 出ざ れ る E.T川 . E,T7.
両 トリ プ シ ン ペ プ チ ドの ア ミ ノ 酸組成 に つ い て は表
4に 示す よう に . E.T川 は24残基 . E.Tll は1 2残基よ
り な り , 両者 と･も Lys l, Arg l 残基を 含 み特 に
E.T川 は Met l 残基 を含 む事が 明 ら か と な っ た .
ま た , 両 ト リ プ シ ン ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸残基数 の和は
37残基で , こ れ は ヒ ト赤血球 Cyt b5 の 全 ア ミ ノ 酸組
成値 と E.T. か らE.T9 の 各 トリ プ シ ン ペ プ チ ド に含
ま れ る ア ミ ノ 酸組成値 の 差 ( 約40残基) と比 較すると
両者 は残基数 か らみ て 非常 に 近似 し た 値を 示し . また
両者の ア ミ ノ 酸組成も Lys 2, Pr o 2, Ala l, Va1
1,
●
Leu l 残基 の 相違を示す の みで 非常 に 近似 した組
表3 Cytb5 の トリ プ シ ン ペ プ チ ドの ア ミ ノ 酸組成
E … … ･ ･ ･ヒ ト赤血球 Cytb5 の ペ プチ ドマ ッ プ (図8 A ) より抽出した トリプシ ン ペ プチ ドの ア ミノ酸組成
La … … ヒ ト肝臓 Cytb5 (トリ プシ ン処 置) の ペ プチ ドマ ッ プ (図8 B ) より抽出したトリプシ ン ペ プチ Fの ア ミ ノ酸組成
L b ‥ ･ ･ ‥ ヒ ト肝臓 Cytb5 (トリプシ ン 処置) の ト リプシ ン ペ プチ F の ア ミノ酸軌 乱 Nobrega と Oz oIs ら: 文献 (31) より
No. of Peptides
A min o Acids
Tl T2 T3 T4 Ts T6 T7 T8 T9
E La Lb E La Lb E La Lb E La Lb E La Lb E La Lb E La






















































































































































































































No. ofResidue s n n 田7 9 9 5 5 5 8 89 6 6 6 13 13 13 21 21 21 4 4 4 14 14田
* E. T2 を Edm a n 放 で 分析 して Tyr 2 残基を同定 した ｡
伸 E
.
T4 を E dm a n法で 分析 して Trp l 残基を同定 した ｡
挿 * La T4 の ア ミ ノ酸分析屯 破壊された と推定 され る Trp 残基｡
ヒ ト赤 血球チ トク ロ ー ム b5 の 精製とそ の 一 次構造
成を示し た･
軋 ヒ ト赤血球 伽 t b5 トリ プシ ン ペ プ チ ドの ア ミ
ノ 酸配 列順序
ヒ ト 赤血球 Cyt b5 の ペ プ チ ド マ ッ プ よ り E.Tl か
ら E.T｡ ま で の 各 トリ プ シ ン ペ プ チ ドを抽 出 し, 各 ペ
プ チ ドの ア ミ ノ 酸配 列の 同定 を E dm a n法 で 行 な･･?
た . その 結果を表 5 に 示す .
E.Tl:E dm an法で N 末端 は同定さ れ なか っ た , し
かし本 トリ プ シ ン ペ プ チ ド は , Oz oIs が ヒ ト 肝 臓
Cyt b, (try psin 処 置) の N 末端 を含 む ト リ プ シ ン
ペ プチ ドと報告 して い る も の と相同 の ア ミ ノ 酸組成 を
有する事よ り L b.T- と相同 の ア ミ ノ 酸配列 を有 す る
可能性が強い と 推定さ れ . ま た N 末端 の α ア ミ ノ 基 は
ヒ ト肝臓 Cyt b5 と 同様 blo ck さ れて い る 可 能性
が強い と推定さ れ る .
E.T2: N 末端 より 2段階目ま で の E dm a n法で N H2
-Tァr- Tyr と同定さ れ た . 本 ト リ プ シ ン ペ プ チ ド
の ア ミ ノ 酸組成 は表3 に 示 す よ う に Tyr 2 残 基 の
失欠して い る点 を除い て L b.T2 の ア ミ ノ 酸組成 と 一
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致 す る事 , ま た Lb.T2 の ア ミ ノ 酸配 列に 関 して Oz･
OIs も ま た N H2:ryr-Tyr と報告 して い る事 よ り E.
T2 は Lb.T2 と 相同の ア ミ / 酸配 列 を有 す ると 推定さ
れ , 表3 で E.T2 に み られ た Tyr 2 残基 の 失欠 は
ア ミ ノ 酸分析中 の 1
'
yr 残基の 破壊 に よ っ て 起 っ た
可能性が強い と 推定さ れ る .
E.T3:E dm a n法で N 末端 は同定さ れ な か っ た . し
か し本 ト リ プ シ ン ペ プ チ ド は Lb.T3 と 相同 の ア ミ ノ
酸組成 を有す る事 より , L b.T3 と相同の ア ミ ノ 酸配 列
を有す る 可能性 が強 い と推定さ れ る .
E,T4: N 末端 より 3段階目 ま で の E dm a n 法 で .
N H2 -Se rp T hrqTrp と 同定さ れ た . E,T4 の ア ミ ノ 酸
分析 の 結果は表 3 に 示す よ う に L b.T4の ア ミ ノ 酸組成
に 比 べ て Trp l 残基の 失欠が認 め られ た が . 本 分
析に よ り E.T4 に Trp が1残基存在 す る 事 が 確 認 .
され た事よ り , その ア ミ ノ 酸配 列ら L b.T` と 相 同 と
推定さ れ る .
E.T5 ～ E .T9: N 末端 又 ほ 2 段階白 ま で の E dm a n
法で , 各 ト リ プ シ ン ペ プ チ ドの ア ミ ノ 酸配 列は Oz o･
衰4 ヒ ト赤血 球 Cytb5 の トリ プ シ ン ペ プチ ド (E･ TlO , E. Tll) の ア ミ ノ 酸組成
≧
A min o Acids
H
】
Lys H is Arg
CM
Cys
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a) ヒ ト赤血球 Cytb5 の 全 ア ミノ 酸 組成 と E･ Tl ～ E ･ T9 の 各 ト リ プ シ ン ペ プ チ ドに 含まれ る ア ミ ノ軽 組 成の 差 ｡
b) Oz oIs 文献 (32) よ り
C) Oz oIs 文献 (誕) より
d) Spatz and Strittm atle r 文献 (19) より
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ls の 報告し た と 卜肝臓 Cyt b5 (try psin 処 置) の
それ と 一 致 し た . ま た対応す る E.T5 ～ E.T9 及 び L b･
T5 ～ L b.T9 両 トリ プ シ ン ペ プ チ ドの ア ミ ノ 酸組成 も相
同な事 より t E.T5 ～ E.T9 は L b,T5 ～ L b.T9 の 各 ト リ
プ シ ン ペ プ チ ドと相同の ア ミ ノ 酸配 列 を有す る可能性
が強い と推定さ れ た .
考 察
ヒ ト赤血球 Cytb5 の 精製 に 関 して Pa s s o nら
一小
及 び Ku m a
53､ の 報告が あ る が , そ の 一 次構造 に
L
関 す
る報告は未だ な い . 著者 ら は Pa s s on ら の 方法 を 改
変 して と 卜赤血球 Cyt b5 を 精製 した . 精 製し た ヒ ト
赤血球 Cyt b5 (衷1 の Step 7)は . O D 413/ O D280
比が3.0 以上で あ り , ま た図 5 に 示す よう に a c ryl
. ami de dis c 電気泳動 で 単 一 の バ ン ド を 示 し た .
そ れゆ え著者 ら は上言己の 2 条件 を満 す Cyt b5 標 品を
用 い て 一 次構造の 分析 を行 な っ た .
最近 . Hultquist ら5小は彼 らの 従来の 方法
伸 に 更
に D E A E→Sephade x A
-50 を加え て ヒ ト赤 血球 Cyt
b5 を精製 し , O D 413/O D280比 が そ れ ぞ れ2 14 ･
6.4. 3.8 を示す Cytb5 模品 を得 た と し . 三 標品 はそ
れぞ れ Cytb5 に 特有の 酸化型 t 還 元 型 吸 収 ス ペ ク ト
ル を示し たと 報告して い る . ま た , O D413/O D 2 80 比
が6.4を 示す Cytb5 標品 は m ajo r fo r m (赤血球
Cyt b5 全体 の 約90 %) で そ の 分子患 は S D S電気泳
動 で15,300で あ り , 他 の 2音標品に つ い て は 天然に存
在 す る min o rfo r m か精製操作上の 産物 で あ る か
の どち ら か で あ ろう と推論 し て い る ,
ま た Ku m a
53) は そ の O D 413/O D 280 比 は明らかで
な い が 精製し た と 卜赤血球 Cyt b5 の 分子量 は S D S
電気泳動で 13.700と報告 して い る . 一 方 著者 らが精製
し た と 卜赤血球 Cytb5 は O D 41 3/OD280 比 が4.12
の 標品で は分子量 は約1 5,000で ア ミ ノ 酸 残 基数 は約
135個 で あ っ た ,
以 上 より 著者ら が精製 し 一 次構造 の 分析 に 用い たと
卜赤血球 Cyt b5 標 品は . Hultquist らの い う m a･
jo r fo r m と は異な る可能性 は否定出来な い が , 精
製さ れ た Cyt b5 標 品 が a c ryl a mide disc 電気
泳動 で 単 一 の バ ン ド を示 す事か ら . 一 次構造分析に用
う る に 足 る十分な精製度 を有す る 標品と考え ら れ る .
ま た . そ の 分子量 は Hultquist ら の 報告し た O D
413/O D 280比が6.4を 示す Cyt b5 標品 の 分 子量 と 近
似 して い る .
さ て 本研究に お い て 著者ら は以下 に 述 べ る理由 より
ヒ ト赤血球 Cytb5 は衷 6 に 示す よ う な 一 次構造 を有
し , そ の N 末端 か ら第92残基ま で は と 卜 肝臓 Cyt b5
の N 末端か ら第92残基 ま で と 相同の 一 次構造 を有す
る も の と推定 し た . な お 表6 に は著者 らの 推定 したと
卜赤血球 Cyt bぅ の 一 次構 造 と 共 に Nobr ega と
Oz oIs ら抑 , Oz oIs
ユ2' に よ っ て 報告さ れ た ヒ ト肝 臓
表5 ヒ ト赤血 球 Cytb5 トリ プ シ ン ペ プ チ ドの ア ミ ノ 酸配 列順序





Serl T hr･ Trp
VaトTyr
P he- Le u
G lu - Gln













ヒ ト肝臓 Cytb5 (トリ プ シ ン 処置) *
(Asx ･ G Ix)･ Glu ･ Glu - Ala
･
… …
… ･ ･ ･ = … … Lys
Tyr･ TyzL T hr
- Le ul
= … … … … … … … … … ･ Lys
H is- Ash- HisTSe r- Lys
Se r- T hr- Trp- Le u-Ile … ･ ･ ‥
‥ … … ‥ ‥ ･ ･ ･ ‥ … Lys
VaトTyr- Asp
･ Le u- T hr- Lys
P he･ Le u-Glu - Glu - H is … ･ " … … … … … … Arg
G lu ･ Gln･ Ala- G lu - Gly … …
… ‥ ･ … ･ ･ ‥ ‥ ･ … ‥ Arg
Glu - Met-Se r- Lys
T hr- P he-Ile-Ile･ G ly … … … … … …
･ ･ ‥ ･ l ･ ･ ･Lys- Pr o･ Arg
* ヒ ト赤血 球 Cytb5 の トリ プ シ ン ペ プチ ドと, それ と 相同の ア ミ ノ 酸組 成 を有す る
と 卜肝臓 Cytb, (トリ プ シ ン処置) の トリ プ シ ン ペ プ チ ドの ア ミ ノ 酸配 列
ヒ ト赤血球チ トク ロ ー ム b5 の 精製 と そ の 一 次構造
Cyt b5 の N 末端 か ら第92残基ま で の
一 次構造 を 併 記
し た.
著者らの 得 た実験結果で は ヒ ト 赤血球 Cyt b5 を ト
リ プ シ ン で の み分解 し たの で . 各 ト リ プ シ ン ペ プ チ ド
の 配列位置及 び配列順序 に 関し て 断定 は出来 な い が .
ヒ ト赤血球及 び肝臓 Cyt b5 両者 の ア ミ ノ 酸配 列が N
末端 か ら第92残基ま で 相同で あ る事 を 示 す も の は 以
下の 5項で あ る . ① ヒ ト肝 版 Cyt b5 (try psin 処
置) は蓑6 に 示す よう に9 個の ト リ プ シ ン ペ プ チ ド に
分解し , 著者ら の 精製 した と 卜肝 臓 Cyt b5 (try pT
sin 処置) の ト リ プ シ ン 分解物 も ペ プ チ ド マ ッ プ上 9
個(La.T一 ～ La.Tg) の ス ポ ッ ト を示す (図 8B)･ ま た
と 卜赤血球 Cyt b5 の ペ プ チ ドマ ッ プ (図 8A) に も
ヒ ト肝臓 Cyt b5 (try psin 処置) の 各 ト リ プ シ ン
ペ プチ ドと相同の 位置に 9個の ス ポ ッ ト(E.Tl ～ E . Tg)
が存在 す る . ②図 8で 互 い に 相 同の 位 置 に 存 在 す
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る ヒ ト肝臓及 び赤血球 Cyt b5 の それ ぞ れ 9個 の ト リ
プ シ ン ペ プ チ ドの ア ミ ノ 酸組成 は蓑3 及 び表 5か ら明
らか な よ う に 一 致し , それ らは Oz oIs ら に よ っ て
既 に 報告さ れ た ト リ プ シ ン ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸組成 と
相同で あ る . ③図 8A の と 卜赤血球 Cytb5 に 存在す
る E.T2 ～ E.Tg の 各 ス ポ ッ トよ り抽出 し た ト Ij プシ ン
ペ プ チ ドの N 末端側か ら数個の ア ミ ノ 酸 配 列 は , 表
5 に 示す よう に Oz oIs ら の 報告 した ヒ ト肝臓 Cytb5
(try psin 処置) の ト リ プ シ ン ペ プ チ ド の ア ミ ノ
酸配 列と相同 で ある . ④ ヒ ト肝臓 Cytb5 の try p-
Sin 処 置標品及 び de o xycholate 処 置標品両者 の N
末端残基の α ア ミ ノ 基は blo ck さ れて い る と推定 さ
れ て い るが , C M 化 した ヒ ト赤血球 Cytb5 の N 末
端残基 も Da n syl 法 , Edm a n放で 検出さ れ な い .
⑤図8B の ス ポ ッ ト La.T. は そ の ア ミ ノ 酸 組成 よ り
Oz oIs が ヒ ト肝臓 Cyt b5 の N 末端残基 を含 む ト リ
表6 著者 らの 推定した ヒ ト赤血 球 Cytb5 の 一 次構造
10
ヒ ト肝臓 Cytb5 :(Asx ･G lx)-Glひ GIu-Ala-Ser-Asp･G lu ･ Ala-Val-Lys･
ヒ ト赤血球 Cyもb5:(AB 工･ Gll ･G h･ G h･ A h･ Se r･ABp ･Glu ･A h･V&l･Ly8)
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Eト.1:f＼ l
○ 哺乳類及び ニ ワ トリに共通の ア ミ ノ酸
○ 哺乳類間の み に共通
△ 哺乳類問でも同一でな い もの
□ E dm an 法で同定 し得た ア ミノ 酸
田 で囲んだ His･ 45 とEis･69 は, 推定され る ヘ ム 鉄 へ の 配位ア ミノ 酸
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プ シ ソ ペ プ チ ドと し て い る もの で あ る が , 図 8A の ヒ
ト赤血球 Cyt b5 に も それ に 相当す る位 置 に ス ポ ッ ト
E.T- が 存在 し , そ の ア ミ ノ 酸組成 は L b.T- と 相 同
で あり , 更に そ の N 末端残基 は E dm a n法で 検出さ
れな い ∴
表6 の 第21 か ら第25残基 の ア ミ ノ 酸配 列 に 関 して は
Nobrega と Oz oIs ら
31'
は ヒ ト肝臓 Cyt b5 で は
H is-As n-H is岬Se r-Lys と報告 し て い るが , Ts ugi-
ta ら2T
l
は HiswAs n-Se r-Lys で あ る と し て 蓑 6 の 第
23位の His 残 基が失欠し て い る と 紬告 し て い る . 図
8 に 示さ れ るよ う に 今回著者ら の 精製 し た ヒ ト 肝 臓
Cyt b5 の La .T3 及 び ヒ ト 赤血球 Cyt b5 の E.T3 両
ス ポ ッ ト の 位層 が は ぼ 一 致 し , ま た両 ト リ プ シ ン ペ プ
チ ドの ア ミ ノ 酸組成 は共 に His 2. As x l, Lys l,
Se r l で あ る事よ り E.T3 及 び La.T3 の 7 ミ ノ酸 配
列 に 関し て は Nobr ega と Oz oIs ら3いの 報告が よ
り信頼性 が高 い と 考え ら れ る .
ヒ ト赤血球 Cyt b5 の ヘ ム 鉄 へ の 配位残基 に 関 し て
は① ウ シ肝臓 Cytb5 の Ⅹ繰 回析 に よ り ヘ ム 鉄 が His
"45, His -69に 配位 して い る事が 確認 さ れ て い る35､36)
②本研究よ り ヒ ト 赤血球 Cyt b5 は ヒ ト 肝 臓
Cyt b5 (try psin 処置) と はば 相同の 一 次構 造 を 有
す る もの と 考え られ る . ③更 に 表 6 に 示 さ れ る よ う
に , ヒ ト赤血球 Cyt b5 の 第44～ 74残基ま で の ア ミ ノ
酸配列 は と 卜肝臓 Cytb5 の ア ミ ノ 酸配 列と相同で あ
る と推定さ れ , こ の ア ミ ノ 酸配列 は哺乳類の み な ら ず
鳥類 に お い て も共通し て い る事 な どか ら . ヒ ト 赤血球
Cytb5 に お い て も ヘ ム 鉄 は ウ シ肝 臓 Cyt b5 と 同様
に 第 5 , 第6 配位座と も His 残基が 配位 して い る 可
能性 が強い .
Cyt b5 は1分子中 に 親水域 と疎水域と を 有す る18=
. 親水域と は ヘ ム を含み生理 活性 を有 し ミ ク ロ ゾ ー ム
膜よ り水屑 へ 露出 して い る部分 で . こ れ は ま た 肝 臓
Cyt b5 (try psin 処置) 棲品と は ぼ同様 の も の と 考
え て よ い7 = 9
)
. ま た ウ サ ギ , ウ シ 肝 臓 の Cytb5
(try psin 処置) は結晶化2
1-37) さ れ そ の 三 次 構造 は
Mathe w sらヲ5)361 に よ っ て 決定 さ れ て い る .
一 方疎水域と は Cyt b5 の C 末端部 の 約4 0～ 6 0個
の ア ミ ノ 酸残基よ り成る 部分で , こ の う ち平均的60%
が 疎水性 ア ミ ノ 酸残基 (VaI, Met, Ile . Le u. P he,
Trp) より 成る とさ れ . Cyt b5 は こ の 疎 水域 を ミ ク
ロ ゾ ー ム 膜の 脂質二 重層 へ 挿入 し て 膜 と結合 して い る
と考え られ て い る紺39 肋
ま た . こ の Cyt b5 疎水性
〝
尾 部u ペ プ チ ド は同様
に 疎水性
"
尾部n ペ プ チ ドを有 す る Cyt b5 r edu c･
tas eと の 膜面で の 相互作用の 際 に活性部を適当な位直
に 保 っ て 相互作用を容易 に す る と考 え ら れ て おり矧 骨
その 80% 以上 が ヘ リ ッ ク ス 構 造 を 取 っ て い て .
更 に こ の 疎水域 を有す る た め に 水中で 単分子 に 分散出
来ず ミ セ ル を形成 し . 疎水性部分が更に 大き く なると
水 に 不溶性 に な ると 報告さ れ て い る柑)19
'
. ま た 最 近 の
円偏光二色性 に よる 分光学的 な研究か ら . 親水域と疎
水域 は約15個 の ア ミ ノ 酸残基 よ り なる 領域間 ペ プ チ ド
に よ っ て 連結 さ れて い る と す る報告 もあ る58
15g-
. い づ れ
に して も 未だ に こ の 疎水性
"
尾 部〝 ペ プ チ ド (義6 の
第93 残基以後) の 金 一 次構造 は決定さ れ て い な い .
と こ ろで 図8 Aの ペ プ チ ド マ ッ プ で ヒト 赤血球 Cyt
b5 に の み検 出さ れ る 2個の ト リ プ シ ン ペ プ チ ド 乱
丁川 及 び E.T11) の 配 列位置及 び配 列順序 に 関 し て は
0 V e rlap ping data が 得 られ な か っ た た め 確定 は 出
来 なか っ た . そ れ ゆ え両 ペ プチ ド が表 6 の E.Tl ～ E.T8
ま で の ど こ か に 挿入さ れ る可能性 も否定出来 な い .
しか し前記理 由よ り ヒ ト 赤血球 Cyt b5 は と 卜 肝 職
Cyt b5 (try psin 処置) と相同の 一 次 横 道 を 有 し .
その N 末端残基 の α ア ミ ノ 基 が blo ck さ れて い る
と 推定さ れ る事 より , E.T.0 及 び E,T-1 が E.Tl の N
末端側 へ つ く可能性 は殆 ん どな い と考え られ , 両 ペ プ
チ ド は表6 の 第93残基以降 に位置 し , い わ ゆる疎水性
"
尾部〝 ペ プ チ ド の 一 部 に相当 す る部分 を形成し て い
る可能性が強い と推定さ れ る .
さ て Oz oIs は ヒ ト肝臓 Cyt b5 (de o xycholate
処置) の 疎水域 の ア ミ ノ 酸残基数及 び ア ミ ノ 酸組成に
つ い て 晃 っ た2 っ の 報 告3 川 )を し て い る . 1 つ は
Lys 2. Arg 2, Met 2 残基 な ど を含 む43ア ミ ノ 酸
残基 より なり , N 末端側 は N H2-Ile-T hr山Lys で そ
の40% を疎水性 ア ミ ノ 酸が 占め る と報告 して い る32∴
他 の 一 つ は Lys 2. Arg l, Met 3 残基 な ど を含
む55ア ミ ノ 酸残基よ り なり , そ の C 末 端 側 は Le u-
Tyr-Met-Ala-Asp-C O O Hで 疎水性 ア ミ ノ 酸が30%
を 占め ると 報告し て い る抑 .
一 方 . 本研究で ヒ ト赤血球の E.T川 , E.T- 一 両 ペ プ
チ ド の N 束塘残基及 び そ の ア ミ ノ 酸配 列 を 決定 す る
事は 出来 なか っ た が , 表 4 に 示す よ う に 両 ペ プ チ ドの
ア ミ ノ 酸残基数 は37個 で , Lys 2, Arg 2, Met l
残基 を含 み約3 0 % が疎水性 ア ミ ノ 酸で あ っ た . ま た
E .T川 . E.T‖ 両 ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸組成 及 び 残基 数
は , ヒ ト赤血球 Cytb5 の 全 ア ミ ノ 酸組 成 か ら 親
水域 ペ プ チ ド (N 末端か ら第92残基 まで ) の ア ミ ノ酸
組成及 び残基数 を引 い た値と Lys 2. Pr o 2, A la
l. Val l. Le u l 残基の 相違 を 除 い て は ば 一 致 し
た .
と こ ろで , E.T川 及 び E.T‖ 両 ペ プ チ ド と Oz oIs
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の 報告 して い る ヒ ト肝臓 Cytb5 の 疎水性
"
尾 部｡ ペ
プ チ ドを 比較す る と . 全 ア ミ ノ 酸残基数 で は約 6或 は
18残基の 差が認 め ら れ , ま た ア ミ ノ 酸組成 に は か なり
の 相違が 認 め られ る . 一 般 に と 卜 , ウ シ , ブタ , ウ サ
ギ等の 肝 臓 Cyt b5 の 親水域 ペ プ チ ド は 表6 に 示さ れ
るよ う に 非常 に 類似 した 一 次構造 , ア ミ ノ 酸組成 , ア
ミノ 酸残基数 を有す る
3¢-3い が
. 疎 水域 ペ プ チ ド の ア ミ
ノ 酸組成及び残基数 は表4 に 示さ れ る よ う に か な り の
相違が認 めら れる34
一
. こ の 事 は Cyt b5 で は 活性中 心
を有す る雑水域 の ア ミ ノ 酸残基 は機能 に 必 須な も の が
多い た め に 一 次構造 は非常 に 安定 して お り . 進化 の 過
程で ア ミ ノ 酸の 置換 , 失欠 , 付加等が 起り 難い が . 疎
水域で は親水域 ほ ど機能 に 必 須で な い ため に 一 次構嘩
上の 自由度が大き く . ア ミ ノ 酸の 置換等が比較的容易
に起り易 る事を示唆 して い る の か も しれ な い . し か し
Oz oIs は精製し た と 卜 , ウ シ , ウ マ 肝臓 Cyt b5
(d?O XyCholate 処置) の C 末端部が3 者とも G lu～
Asp-C O O H と報告 し て い る神 事か ら , 各種問の 疎 水
性
"尾部｡ ペ プ チ ド の 相違は単 に 各 Cyt b5 標品の 精
製醇′ま だ完全で な い 事 に よ る の か も し れ な い .
本研究 より と 卜肝臓 Cyt b5 と ヒ ト赤血球 Cyt b5
両者の 親水域は相同 の 一 次構造 を有す ると 推定さ れ る
が . その 疎水域 に 関 し て は ア ミ ノ 酸残基数及 び ア ミ ノ
酸組成上か なり の 相違 が認 め ら れ る . こ の 事 は Cy t
b5 の 組織或 は臓器特異性が 一 次構造 より み て , そ の
疎水域 に表現さ れ る事 を示唆し て い る も の と も考え ら
れ興味深い 問題で あ る が . 両者 の 疎 水域 ペ プ チ ド の 完
全な 一 次構造 の 決定 が なさ れ て い な い 現在推論 の 域 を
出ない .
成熟赤血球可溶性 Cyt b5 の 由 来に つ い て 2 つ の 場
合が考えら れ る . 一 つ は Cytb5 は 網状赤血球 の 時期
に は ミ ク ロ ゾ ー ム Cytb5 と し て ミ ク ロ ゾ
ー ム 膜 に 結
合して 機能し て い る が , 赤血球 の 成熟 に 伴 っ て 起 る膜
系の 消滅と共 に 疎水性
〝
尾部〝 ペ プ チ ド の 特定 の 部分
或は不特定の 部分が切断さ れ細胞質内 へ 遊離 さ れ て く
る とす る考え方で . 他の 一 つ は赤血球 の 場合に は 著者
らの 精製 した よ う な ヒ ト肝 臓 Cyt b5 (try psin 処
置) の C 末端側 に 約40個 の ア ミ ノ 酸 残基 よ り な る ペ
プ チ ドを有する Cytb5 が網状赤血球の 時期に ミ ク ロ
ゾ ー ム C)t b5 と は別 に生成さ れ る と す る 考え方 で あ
る .
こ の 間題 の 解決 は と 卜成熟赤血球 C)′t b5 と 網状 赤
血球 Cyt b5 (de o xycholate 処 置) 両者の 全 一 次
構造の 決定 に か か っ て い る と い え よう .
結 論
ヒ ト成熟赤血球 か ら Cyt b5 を ac ryl a mide di･
S C 電気泳動で 単 一 の バ ン ドを示 す ま で に 精 製 し た .
こ の Cyt b5 標品を用 い て 一 次構造の 研究 を行 な い ,
既 に 一 次 構 造 の 決定 さ れ て い る と 卜 肝 臓 Cyt b5
(try psin 処置) と 比較検討し て つ ぎの よ う な 結果 を
得 た .
1 . ヒ ト赤血球 Cyt b5 を カ ル ポ キ ンメ チ ル 化 し て
全蛋白の ア ミ ノ 酸分析 を し たと こ ろ , 全 ア ミ ノ 酸残基
数 は平均132個 で あ っ た . N 末端 ア ミ ノ 酸は E dm a n
法及 び Da n syl 法で 同定さ れ な か っ た . C 末 端 ア ミ
ノ 酸 は ト リ チ ウ ム 交換法 に よる C 末端分析 で Lysin e
と決定さ れ た .
2 . ヒ ト 赤血球Cyt b5 及び ヒ ト肝臓 Cyt b5(try p･
S出 処置) の そ れぞ れ の トリ プ シ ン ペ プ チ ド か ら ペ
プ チ ド マ ッ プ を作製し た . 前者で11, 後者で 9個 の ス
ポ ッ トが 検出さ れ t ヒ ト肝 臓 Cyt b5 (try psin 処
置) の 全て の ス ポ ッ ト に 対応す る ス ポ ッ ト が ヒ ト赤血
球 C)rt b5 に 検出さ れ た .
3 . ヒ ト 赤血球 Cyt b5 の ペ プ チ ド マ ッ プ上 , ヒ ト
肝臓 Cyt b5 (try psin 処置) で は検出さ れ ぬ 新 た
な 2個の ト リ プ シ ン ペ プ チ ドが 検出さ れた . 一 つ は24
個 の ア ミ ノ 酸残基 より な り Met l 残基を 含 み , 他
の 一 つ は12偶 の ア ミ ノ 懐残基 よ り な り , 両 者と も
Lys l, Arg l 残基を含 ん で い た .
4 . 著者ら の 精製し た と 卜赤血球 Cytb5 と と 卜肝
臓 Cyt b5 (try psin 処 置) 両者の ペ プ チ ド マ ヮ プ
上 , 相同の 位 置に 検出さ れ る 9個の トリ プ シ ン ペ プ チ
ド の ア ミ ノ 酸組成 は完全に 一 致し , こ の値 はま た ア ミ
ノ 酸分析中 に 破壊さ れ た と推定さ れ る Trp l 残 基
の 失欠 して い る点 を除い て Oz oIs の 報 告 し た と 卜
肝臓 Cyt b5 (try psin 処 置) に 存在す る 9 個 の ト
リ■プ シ ン ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸組成と 鵬 致 した .
5 . ヒ ト 赤血球 Cyt b5 及 び ヒ ト肝臓 Cyt b5(try･
PSin 処 置) に 存在す る相同の 8偶の ト リ プ シ ン ペ プ
チ ド (6 で 述 べ る ペ プ チ ド 1個を除 く) の N 末端 か
ら数個 の ア ミ ノ 酸配 列 は , Oz oIs の 報告し た と 卜 肝
臓 Cyt b5 (try psin 処 置) に 存在する 9偶 の ト l)
プ シ ン ペ プ チ ド の それ と 完全 に 一 致 し た .
6 . Oz oIs は ヒ ト肝繊 Cyt b5 に お い て そ の N 末
端 が blo ck さ れ た ト リ プ シ ン ペ プ チ ド を 同 定 し て
い る . 著者ら も ま た と 卜 赤血球 Cyt b5 に お い て そ れ
と 同 一 の ア ミ ノ 酸組成を有し . その N 末端 は E dm a n
法 で 同 定 さ れ な か っ た ト リ プ シ ン ペ プ チ ド を 認 め
た .
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7 . ヒ ト 赤血球 Cyt b5 と と 卜 肝臓 Cyt b5 (try p-
Sirl 処 置) と は それ を構成す る ト リ プ シ ン ペ プ チ ドの
ア ミ ノ 酸組成及 び ア ミ ノ 酸配 列が 等 し い こ と , ま た 両
者と も N 末端が検出さ れ な い ペ プ チ ド を 含 む こ と か
ら , ヒ ト赤血球 Cytb5 と と 卜 肝臓 Cytb5 の 一 次構
造 は その N 末端か ら第92残基ま で は同 一 で あ り t そ
の N 末端 は blo ck さ れて い る と 推定 さ れ た . ま た
と 卜赤血球 Cyt b主 に お い て の み 検出さ れ る 2 偶 の 新
た な ト リ プ シ ン ペ プ チ ド は , ヒ ト肝 臓 Cyt b云 の 疎水
性
♂
尾 部〃 ペ プ チ ド に相当 す る部分 を構成す ると 推定
さ れ た .
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Cytochr o m eb5 W a SPurined fr o mhu m a neryt hI･ o cytes, a nd the pu riAed sa mple
Sho w ed a single ba nd o nacI→yla mide dis c electropho re sis･ The prima ry s tr uctul･e of
hu m a nerythr ocyte cyto chro m eb5 W aS determined and c o mpal
･
ed withthat of
hum a nliv e r cyto chr o m eb5･ Thefollo wing l･e sults w ere obtain ed.
1) T he to tal n umbe r of a mino aci d l-esidue s of c al･bo xym ethylated hu m a n
erythro cyte cytochr o me b5 W a S132･ The NH2･tel･ min al l･e si du e of the pl･ ot ein w a s
n Ot dete cted by eithel
･ Edm a n or dapsylation m et hod･ The C O O =･terminal a nalysisby tl･itium e xchange m ethod ga v elysin eas the termin al re sidu e.
2) Peptide m aps w e reprepar ed from the tl･yP tic diges ts obtain ed fl･ o m
CytOChr om e b8 0f hu m a n e rythr ocytes a nd hu m a nliv er･ The m ap fl･O m liv er
CytO Chr o m ew as c ompo s ed of 9spots a nd thatfl･o m e rythr o cyte cyto chro m ell
SpOtSI Whos e9 spots w e re c o n side red t obe ide ntical wit hthe 9 spots ofthe live l･
CytOChr om e.
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3)On the peptide m ap of hu m an eryt hr o cyte cytochr o m eb5, tW O t ry ptic peptide
Which had n o co u nterpar
･tS in the liv er cyto chr o m e, W e r edetected. T he o ne
c o n si ted of 24 amin o a cidresidu e s, in clud ing o n e m e thionin e re sidu e, the other
C O n Sisted of 12 a min o a cidresidu es. Ea ch ofthe tw o t ryptic peptide s co ntained o n e
lysin e a nd o n e arginin e residue,
4) T he a mino acidc o mpo sitio n sof the 9 tr･yPtic peptide s of cyto chr o m eb5
0btain ed fr o mhu rn a n e rythro cytes w er ei de ntic al withthos e of the c o r respo nding
PePtides.fr o mhu rn a nliv e r cyto chr o m e. The am in o aci dc o mpositio nsw e r e also in
ac c o rd with tho sel･ePO rted by Oz oIs, e X C ept One tryptOphan e l
･e Sidue which w a s
PrObab11ydestr oyed du ring hydr olysis.
5) Each ofthe s equen c es ofa few a min o aci dre si du e s at the N H2-te rmin al ofthe
8 peptide s(e xcept the peptide which will be desc ribed in 6) obtain ed fr o m
erythr o cytes w asthe s a m e asthat of hu m a nlive r cyto chro m e r epo rted by Oz oIs.
6)A try ptic peptide sho w ed the amin o acidco mpo sition ide ntic al with that of
the peptide of hu m a nliv e r, Which, a C C O rding to Oz oIs, C O ntain ed blo cked
N H2-te r min al. No N H2-te r min ala min o acidw asdete cted o nt his peptidefr o mhu m a n
e rythr o cyte by the Edm a n m ethod.
7) T he r es ults that bot h hum a n eryt hro cyte c ytochr o me b5 and livel･
CytOChr om eb5 had to mm on 9 try ptic pepti des, a nd thatbo th cyto chl･O m e S Sho w ed
n oN H2-te r min alamin o acidre sidu e, S ug geSt that hu m a n erythro cyte cyto chr o m eb5
has the s a m eprim a ry str u ctu r e as tha of hu m an liv e r cyto chr o m eb5 fr o m
N H2-te r min alto 9 21･e Sidu e, a nd that its N H2-te r minal is blocked as that ofhu lnan
liv er cyto chr o m eb5. Tw otry ptic pepti des w hich ha v e n oidetic alpeptidein hu m a n





peptide ofhu m a nliv e r cyto chr o m eb5.
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